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f54) Title- PROCESS FOR THE PRODUCTION OF PRODUCTS HAVING BACTERIAL ACTIYITY AND CAPABLE OF 
(54) Title, INTO l^PROPANEDIOL. CORRESPONDING STTUVINS AND APPLICA- 

TION IN THE INDUSTRIAL PRODUCTION OF ^-PROPANEDIOL 

(54)Tltre: PROCEDE POUR L'OBTENTION DE PRODUITS A ACTIVITE BACTERIENNE^A^BLES^ DE T^^ 
154; litre. ^^^^^^ GLYCEROL EN l^PROPANEDIOL, SOUCHES CORRESPONDANTES ET APPLICATION A 
LA PRODUCTION INDUSTRIELLE DE 1,3-PROPANEDIOL 

(57) Abstract 

Process for the produaion of products having bact«ial activity and capable of converting glycerol into 1,3-propan^iol. 
The invention consists in firstly producing bacterial strains or spcdes which fcnncni glycerol from anaerobic microbial habitats 
present in nature and enriching by discontinuous fermentation said preculturcs. pie products ^^ving bartenal ^^"^^J^^^l^' 
olated used to convert glycerol by fermentation into U3-propanedioL Tlic invention is characterized in that tfie conversion results 
in high yield and in that the biosynthesis of 1.3-propanediol prevents the formation of a large number of by-products. 

(57) Abregc 

Procede pour I'obtention de produits a activite bactericnne capable.*: de transformer le glycerol en 1.3- propanediol. L'invcn- 
tion consiste a obtenir d'abord des souches ou espcces bacterienncs fcrmentani le glycerol a partir d'habitats microbiens anafero- 
bies presents dans la nature. A partir des precultures aaives, on realise unc ctape d'cnrichissement en fermentation discontinue, 
puis on isole les produits a activite bacterienne pour effectuer la conversion du glycerol par fermentation en 1 .3-propanedioi. Le 
rendem-ni dc la conversion est eleve et la biosynthesc du 1, 3- propanediol evite la formation d'un nombre eleve de sous-produits. 
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Procede pour I'obtention de produits a act-lvlte 

Ka,-i-^r<Pnne. capables de transformer le glycerol en 

1 -propanediol, souch es correspondanties et 

application a la production industrielle — de Li3^ 

5 propanediol . 

La presente invention concerne la production de 
1,3- propanediol par fermentation de glycerol . Elle a 
plus particuliereiuent pour objet I'obtention de 
produits a activite bacterienne, capables de 
10 transformer le glycerol en 1,3- propanediol et leur 
application a la production industrielle de 1,3- 
propanediol . Les produits a activite bacterienne 
obtenus selon 1' invention sont des populations 
microbiennes representees par des ecosystemes 
15 anaerobies de digesteurs de residus agro-industriels, 
de sediments et de boues, ou de nouvelles soucbes 
pures issues de ces milieux . Panai ces demieres , on 
peut notamment citer : Enterobacter aqqlomerans, 
blogroupe V et Clostridium bnt vrlcum . 
20 L- invention a encore pour objet la production 

industrielle de 1 , 3-propanediol a partir de glycerol 
de co-produits et residus de transformation de 
matiSres d'origine vegetale ou animale, et en 
particulier les co-produits de distillation d'alcool 
25 d'orlgine agricole (ethanol industriel ou bioethanol, 
alcools de bouche et eaux de vie , et substances 
analogues ) . 

Le 1,3-propanediol ou trimethyleneglycol est un 
produit de base pour la synthese des polyurethanes et 
30 des polyesters , qui se substitue avantageusement aux 
roatiires premieres actuellement utilisees, comme 
I'ethyleneglycol, le 1 , 2-propanediol et le 1,4- 
butanediol, grace aux caracteristiques qu'il confere 
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aux produits obtenus : resistance des fibres , 
elasticite, resistance a la lumiere, a la corrosion, 
... II s 'utilise egalement comme additif dans la 
preparation de produits agxo-alimentaires, et 
5 pharmaceutiques ( agent humectant par exemple ) dans 
les aliments pour animaux, le tabac, les preparations 
pharmaceutiques .... 

La synthese chimique de 1 , 3-propanediol 
s 'eff ectye a partir de I'acroleine, matiere tres 
10 toxique , et issue de sources fossiles . Elle 
necessi-te plusieurs etapes : deshydratatlon en 
hydroxypropanal puis hydrogenation catalytique, 
mettant en oeuvre des reactions delicates a realiser 
et dont les principaux inconvenients sont les risc[ues 
15 dus a I'acroleine et aux produits secondaires, les 
conditions strictes de synthese , la contamination 
eventuelle du produit fini x>^r des substances 
toxiques, ce qui reduit les usages du 1, 3-propanediol* 
La formation de 1,3 -propanediol a et§ mise en 
20 evidence ces dernieres annees chez quelc[ues bacteries 
anaerobies facultatives et strictes, se developpant a 
partir de glycerol comme substrat carbone - Mais le 
nombre de bacteries produisant du 1, 3-propanediol et 
les connaissances sur les conditions de production 
25 sont encore restreints . En effet/ seulement trois 
genres principaux sont connus : Clostridium , 
Klebsiella , Citrobacter , choix reduit qui. limite les 
. possibilites d' amelioration de la production. 

Les premiers travaux relatant la formation 
30 microbienne de 1, 3-propanediol ont ete presentes par 
Magazanik et col., 1954 , (J, Bacteriol., 66, 611- 
619), chez Klebsiella pneumoniae , bacterie anaerobie 
facultative . La voie metabolique de biosynthese dii. 
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1^3- propanediol a ete ulterieurement caracteris^e par 
Forage et Foster, 1982, ( J. Bacteriol., 149, 413-419 
) , et elle comprend deux etapes enzymatiques 
effectuees par une glycerol-deshydratase a coenzyine 
B12 dependante et une 1 , 3-propanediol oxydoreductase a 
NAD . Le rendement de conversion du glycerol comme 
monosubstrat en 1,3- propanediol est chez cette 
bacteria d' environ 4C-45 % ( poids/ poids) • Les 
autres produits formes par la bacterle a partir du 
glycerol' sont : !• acetate, le lactate, I'ethanol, le 
2,3- butanediol. 

Dans le genre Citrobacter, une espece a ete 
decrite comme formaiit du 1,.3-propanediol ; Cltxobacter 
freundii (Homann et col-, 1990, Appl. Microbiol. 

15 Biotechnoi,, 33, 121-126)- Le rendement de conversion 
a partir de glycerol coamie monosubstrat est proche de 
50% ( poids/poids) , avec formation preponderante 
d' acetate comme principal co-produit fermentaire, 
ainsi que des produits secondaires comme I'ethanol et 
20 le lactate . A la connaissance du deraandeur , les 
seuls micro-organismes anaerobies stricts cites dans 
la litterature fermentant le glycerol en 1,3- 
propanediol appartiennent au genre n ostridium et les 
especes sont : C- acetobutylicum, C. beijerinckii, C 
25 butylicum, C. butyricum, C- kantontoi. 

Comme document illustrant I'etat de la 
technique dans le domaine de 1* invention, on peut 
egalement citer la demande de brevet EP-A-O 361.082 
qui decrit un precede de selection de souches 
bacteriennes disponibles , en particulier dans des 
collections de cultures, pour leur aptitude a 
transformer le glycerol en 1 , 3-propanediol • Selon ce 
procede, on realise une fermentation dans des 
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conditions habituelles, en presence d'une des souches 
a selectionner, d'une solution de glycerine a 5% comme 
seule source de carbone* On selectionne les souches 
qui procurent le raeilleur rendement de transformation 
5 en 1 , 3- propanediol , 

On connait aussi un precede de selection de 
souches a partir d ' echantillons de paille en 
decomposition et de compost . Neanmoins ce precede 
decrit p^r Biebl et al. {1991, Appl. Microb. Biol., 

10 • 36/ 592-597) presente 1 ' inconvenient notable de 

necessiter une pasteurisation des echantillons avant 
leur znise en culture . Seuls les microorganismes 
sporules survivent a cette operation tandis que de 
nocabreux genres , tels que Citrobacter et Klebsiella, 

15 sont detruits . 

Ce precede elimine ainsi avsoit I'etape de 
selection des laicro-organismes pouvant presenter des . 
caracteristiques interessantes . II est done tres 
specif ique et ne permet la selection que dans une 

20 geunme restreinte de micro-organismes. 

On notera de plus que ce document ne mentionne 
l*isolement de souches qu'a partir d' habitats , tels 
que de la paille en decomposition ou du compost, ou 
les organismes sont en presence d'air et non a partir 

25 d' habitats anaerobies. 

A partir de glycerol comme seul substrat 
carbone, la voie fermentaire chez Clostridium conduit 
respect iveraent a : 

la synthese de 1 , 3 -propanediol , voie 

30 assurant la regeneration des coenzymes reduits 
(NADH), 

la formation de metabolites : butyrate, 
acetate, ethanol, butanol , acetone, dioxyde de carbone 
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et hydrogene , en proportion variable selon les 
especes et les conditions, mais qui resultant 
directement ou indirectement des voles obligees de 
production d'^nergle (ATP) generant egalement les 
5 coenzymes reduits • Les tentatlves d'apport de cor 
substrate carbon^s, tels les oses, pour favoriser les 
voies de production d'energie et orienter 
pr^ferentiellement la synthese du 1 , 3-propanediol h 
partir de glycerol, conduisent a 1' accumulation de ces 
10 produits secondalres, facteurs potentiels d' inhibition 
des bacteries ( Biebl M. , 1991, Appl- Microb, Biol., 

35, 701-705). 

Les conditions de mise en oeuvre de ces souches 
bacteriennes, en cultures pures anaerobies, 
15 constituent des handicaps a I'echelle de la production 
de 1,3 -propanediol en condition Indus trielle . II est 
en effat indispensable d'operer dans des conditions de 
st6rilite pour eviter les contaminations, d'acclimater 
les souches aux milieux de production et d* adapter les 
20 compositions et parametres des milieux . En outre , 
les produits de reaction sont sensibles aux 
inhibiteurs du milieu fermentaire, initialement 
presents ou formes * 

invention concerne I'obtention de bacteries 
25 anaerobies facultatives et strictes fermentant le 
glycerol et la production de 1, 3 -propanediol par des 
especes et des souches nouvellement decrites et 
obtenues, en cultures pures ou mixtes . Ce procede est 
destine a la production de 1,3- propanediol 
30 princTpalement a partir du glycerol contenu dans des 
substances issues de procedes industriels de 
transformation de matieres d'origines vegetales , ou 
de milieux a base de glycerol purifie. 
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Jusqu'a present. , a la connaissance du 
demandeur / aucun precede de production de 1,3 
propanediol n'a fait reference a des methodes 
d'obtention, d'isoleitient et d'utillsation des souches 
5 microbiennas a partir d' habitats microbiens 
anaerobies. Le nombre restreint de souches de 
collection productrices de 1,3 propanediol entraine 
des difficultes d* acclimatation des souches a des 
milieux ^ussi varies que ceux d'origine industrielle. 
10 Sous un premier aspect, la presente invention a 

pour ob jet un precede pour 1 ' obtention de produits a 
activite bacterienne, capables de transformer le 
glycerol en 1,3- propanediol, ledit procede comprenant 
les etapes de (a) precuiture -de populations 
15 anaerobies, issues d" habitats microbiens anaerobies, 
ladite precuiture etant realisee dans des conditions 
anaerobies sur milieu nutritif tamponne , contenant du 
glycerol comme seule source de carbone , (b) isolement 
des precultures - microbiennes actives capables de 
20 fermenter le glycerol (c) enrichissement par 
fermentation discontinue desdites precultures dans un 
reacteur anaerobie , sur milieu nutritif a base de 
glycerol comme substrat et a pH regule (d) Isolement 
des produits a activite bacterienne capables de 
25 transformer le glycerol en l,3-prop£Lnediol. 

invention part de 1' observation selon 
laquelle la f eijnentation du glycerol en 1,3- 
propanediol est une etape prealable principale de la 
degradation qui prend place dans des ecosystemes 
30 anaerobies • 

La presente invention consiste a obtenir des 
produits a activite bacterienne , et en particulier 
des souches pures bacteriennes , fenhentant le glycferol 
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a partir d' habitats mlcrobiens anaerobles representes 
par exemple par des digesteurs anaerobies, des 
sediments de milieux naturels (sols, et autres ) et 
de bones de bassin de stockage d' effluents . 

Selon l-inventior., des precultures de 
populations anaerobies issues d' habitats mlcrobiens 
anaerobies sont realisees en conditions anaerobies sur 
„,ilieu nutritif tamponne, a base de glycerol conmre- 
seule source de carbone et d'energie, dans le but de 
favoriser le developpement des souches capables de 
fermenter le glycerol. A partir des pr6cultures 
actives , «ne phase d'enrichissement est effectuee en 
fermentation discontinue ( batch ) en reacteur 
anaerobie, sur milieu nutritif a base de glycerol 
15 comme substrat , et a pH regule. 

Les conditions pratiques de pH variant selon la 
nature des microorganismes isoles . Des pH compris 
entre 5 et 8, et de preference entre 6 et 7,5 se sont 
averes les plus appropries , 

Durant la phase de consommation du glycerol par 
la culture enrichie en microorganismes fermentant le 
glycerol, I'lsolement de souches bacterlennes est 
operS a partir de prelevements en anaerobiose, et 
mettant en oeuvre une methode de dilution des 
25 populations puis un Stalement sur boites de Petrx 
selon une technique de simple ou double coucne de 
milieu de culture gelose , permettant de respecter les 
conditions anaerobies adaptees aux gennes anaerobies 

facultatifs ou stricts. 

La presente invention concerne les produits et 
bacteries ainsi obtenus, a partir de sources 
microbiennes anaerobies capables de produire du 1,3 
propanediol,, et qui appartiennent en particulier" aux 
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especes suivantes : Enterobacter agglomerans , 
Clostiridium butvricum , Cltrobacter amalonat.lcus . 

Sous un autre aspect, !• invention concerne 
egalement de nouvelles souches bacteriennes 
5 identifiees par leur nuinero de depot aupres de la 
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes de 
1 • Institut Pasteur { CNCM) , 25, rue du Docteur Roux 
/PARIS/ a savoir : 

la souche Enterobacter aooloniercins , biogroupe 
10 V (souche PPDAF- INRA ) , deposee sous le N* I-1210 
le 20 Mai 1992, 

la souclie Clostridum butvricum ( souche 
PPDAS- INRA), deposee sous le n' 1-1211 le 20 Mai 
1992, 

15 - la souche Citrobacter amalonaticus ( souche 

GAF-INRA) deposee sous le n* 1-1212 le 20 Mai 1992- 

Sous encore un autre aspect de 1' invention , le 
procede de production de 1 , 3-propanediol comprend la 
mise en oeuvre des produits a activlte bacterienne, 
20 que ce soit en cultures pures - en particulier des 
bacteries Enterobacter agglomerans , Clostridium 
butvricum - , ou en cultures mixtes d * ecosvstemes 
anaerobies qui contiennent au moins une des espSces ou 
souches des bacteries : Enterobacter agglomerans , 
25 Clostridium butvricum ^ Citrobacter amalonaticus • 

Le procede selon 1 • invention peut utiliser 
I'espece bacterienne Enterobacter agglomerans et plus 
particulierement la nouvelle souche Enterobacter 
agglomerans pour la production de 1 , 3-propanediol a 
30 partir de glycerol comme seule source de carbone 
assimile, espece nouvellement decrite pour sa capacite 
a fermenter le glycerol en 1 , 3-propanediol . La mise en 
oeuvre* des souches Enterobacter agglomerans est 
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25 



30 



realis6e en conditions d' ar.aerobiose sur milieu de 
culture contenant du cobalt et en particulier sur 
milieu mineral additionne de 0,45 mg/1 de cobalt et 
avec controls et regulation du pH entre 6 et 7,5 et de 
oriference a pH 7 , dans une gamme de temperature 
situee entre 28 et AO'C environ. 

La nouvelle souche f-t. v ^i^obac t pt a ggl omerans se 
caracterise par un rendement de production de 1,3-. 
prooanediol d'au ooins 74 mM pour lOO mM de glycerol 
consomme *et une productivite volumigue d'au moins 2 g 
de prooanediol par litre et par heure en phase active 
de feriientation ('glycerol a 2%) . L' analyse du profxl 
fermentaire revele* que la biosynthese de 1,3 
propanediol s'accompagne de la formation exclusive 
d-acide acetique comme co-metabolite majeur dose dans 
la phase aqueuse, ce qui constitue un moyen de 
simplifler la phase de purification . La souche montre 
de plus un caractere gazogene peu eleve h partir de 
glycerol • 

L' ensemble des caracteristiques relatives aux 
conditions et performances fermentaires du glycerol en 
1,3-propanediol decrites ci-dessus : rendement tres 
eleve, forte productivite, acetate comme seul co 
produit accumule , conferent au proc6d6 selon 
1. invention mettant en oeuvre 1 • espece Knferobacter 
.^ci omerans et plus particulierement la nouvelle 
souche ^^^^^»H...^,^r aqglomerans , des meilleures 
possibilites d' utilisation pour la production de 
propanediol a partir de glycerol comme source de 
carbone assimilable, en vue de 1 • application 
industrielle a des solutions de glycerol purifie ou 
contenu dans les eaux de procedes de transformation de 
matieres orgkniques renouvelables . 
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Dans le procede selon 1 ' invention on peut 
egalement utiliser la. nouvelle souche Clostridium 
butvricum , pour la production de propanediol a partir 
de glycerol present dans des sous-produits d'origine 
5 agro-industrielle ou a partir de glycerol purifie, 
selon les conditions de fermentation suivantes : 

- anaerobiose stricte - purge du milieu par 
flux d" azote, ajout de composes reducteurs / 

" pH regule a des valeurs comprises entre 5 et 
10 8 et de preference entre 6 et 1,5, 

- ten^erature : situse entre 32 et 40' C, 
environ, notacatsent voisine de 37 'C. 

Le lailieu de fermentation contient des element^s 
mineraux cofacteurs de I'extrait de levure et du 
15 glycerol a des concentrations comprises entre IS et 
200 g/1. 

II peat contenir en outre d'autres substances 
organlgues soit non assimilees, soit capables d'etre 
utilisees en tant que co-substrat, 

20 Les rendements de conversion du glycerol en 

1,3 -propanediol obtenus sur milieu d'origine 
industrielle sont serablables a ceux deteraiines en 
milieu synthetique : 64 % et 57% respectivement ( 
rendement: molaire ) . 

25 Dans les conditions conformes a 1' invention, la 

production de propanediol a partir de glycerol comme 
seul substrat carbone par Clostridium butvricum est 
realisee pour une concentration initxale en glycerol 
allant jusqu'a 200 g/1, de preference entre 65 et 180 

30 g/1, avec une productivite volumique comprise entre 
.4,5 et 2,3 g de propanediol par litre de fermenteur et 
par heure , durant la phase active de fermentation. 

Alors que les souches du genre Clostridium 
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fermentant le glycerol en 1 , 3 -propanediol repertoriees 
dans la bibliographie produisent ur. grand nombre de 
sous-produits : acetate, butyrate , ethanol/ lactate, 
le precede selon 1' invention conduit a la 
formation d'un seul co-metabolite' majeur , I'acide 
butyrique pouvant faciliter les operations ulterieures 
de recuperation du 1, 3-propanediol . 

Le procede faisant I'objet de la presente 
invention peat roettre en oeuvre toute population 
microbieMe anaerobie d'orlgine naturelle ou 
industrielle dans laquelle la presence de I'espece 
Pnt:^rQbact *>T- agolomerans ou de Clostridium butyricum 

est demontree. 

Ce procede de production de propanediol a 
15 partir des populations mixtes ainsi definies, penaet 
une simplification de la mise en oeuvre des 
fermentations par diminution du risque de 

contamination • 

La production de 1 , 3-propanediol est effectuee 
20 a pH compris entre 5 et 8, et de preference ontre 6,5 
et 7, pour une concentration en glycerol comprise 
entre 20 et 125 g/l- A 37 "C , et a pH 6,5, le 
rendement -optimal de conversion du glycerol en 
propanediol est de 6(5,7 lorsque la fermentation est 
reallsee avec 2% de glycerol. La plus forte 
productivite obtenue pour une culture a 50 g/l de 
glycerol est de 2,4 g/l/hr. 

L' invention sera encore illustree sans etre 
aucunement limitee par les exemples qui suivent : 

30 EXEMPLS 1: 

Obtention et isolement de sou ches bacteriennes 
k nartir de flores micrcbiennes a naerobies fermentant 
le Qlvcerol en 1 .3-pro Danediol . 
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A partir d'une flore microblenne prelevee dans 
des habitats anaerobies tels les digesteurs anaerobies 
d'effluents de distilleries, d • agro-industries , , ainsi 
que des milieux anaerobies comme des sediments et des 
5 boues de sites recepteurs d'effluents, I'obtention des 
souches pures bacteriennes fermentant le glycerol est 
realis6e selon le protocole suivant, 

Une* fiole type penicilline, contenant 120 ml de 
milieu ntineral tamponne et du glycerol ( 20 g/1 ) , 
10 est inoculee par lo ml de la suspension bactSrienne et 
incubee selon les conditions citees a I'exemple 3* En 
phase fermentaire du glycerol, controlee par ajialyse 
en HPLC, 90 ml de la suspension sont preleves pour 
inoculer un reacteur anaerobie, contenant 0/9 1 de 
15 milieu de culture decrit ci-dessus . Durant la phase 
de production de propanediol observSe par analyse 
HPLC, 1 ml de culture microbienne anaerobic du 
reacteur est preleve en condition aseptigue et 
anaerobie ( seringue purgee a 1* azote ) pour inoculer 
20 un tube a bouchon a vis muni d*un. septum, contenant 9 
ml d'eau physiologique anaerobie sterile. 

A pcirtir du tube, des dilutions successives 
d'un facteur lO sont realisees de tube en tube . Pour 
chaque tube de dilution de lo^ a lO^ , deux boltes de 
25 Petri sont preparees: milieu brewer's ( Merck) en 
simple couche et milieu brewer's en double couche pour 
isolement des microorganismes anaerobies stricts. 
I*' incubation se deroule en jarre anaerobie, purgee a 
1' azote , et maintenu sous anaerobiose par un 
30 dispositif " Anaerocult " de la Societe Merck a 37'C . 
Apres 48 h , les colonies sont prelevees et inoculees 
en tube de milieu glycerol (A) pour examen et 
identification apres 24 h de " culture selon les 
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criteres et methodes de microbiologie preconis^s pour 
les mlcroorganismes anaerobies striccs et facultatifs. 
Selon cette methcde trois souches : 

- Enterobacter agglomerans, bicgroupe V 

- Clost-ridium butyricum 

- Cltrobacter ajnalonaticus 
sont obtenues a partir des sources microbiennes 
suivantes : boues de digesteur anaerobie, boues et 
sediments de milieux naturels ( sols, lagunes, 
etangs), * a partir desquelles la production de 1,3- 
propanediol est observee, 

L,es deux souches : Enterobac ter acalomerans et 
cltrobacl -'*^ ^tnalo naticus, appart:iennent a des especes 
bacteriennes , non connues dans -la litteratoxre 
15 scientifique pour la fermentation du glycerol • La 
nouvelle souche de c. butvricum obtenue est differente 
des souches connues de I'espece par les prof lis 
fermentaires { voir exemple 3). 
EXEMPLE 2: 

20 Production de 1 . 3-prop anediol a partir de 

glycerol par Enterobacter aga lomerans « 

Le milieu nutritif utilise pour la croissance 

et la production de 1 , 3-propanediol par pr>t:erobacter 

a qolomerans est un milieu mineral enrichi en extrait 
25 de levure et en sel de cobalt, contenant du glycerol 

comme seule source de carbone et d'energie . 
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Composition d u milieu de culture 



10 



15 



20 



KK2P04 


6 g 


K2HP04, 3H20 


10,7 g 


(NH4)2S04 


0,4 g 


Mgso^, 7H2O 


0,2 g 


CaClj 


0,1 g 


COCI2/ 6H2O 


1,8 mg 


Extrait de levure 


1 9 


Solution minerale 
* 


1 ml 


Glycerol 


20 g 


H2O distillee gsp 


1 1 




Solution miner-Alo 


EDTA 


5 g 


E3BO3 


0/124 g 


MnClj / 4H2O 


0,03 g 


COCI2/ 6H2O 


0,02 g 


FeS04, ^^2^ 


2 g 


ZnSO^, 7H2O 


0,1 g 


NaMo04, 2^2^ 


0/03 g 


NiCl2/ ^^2^ 


.0,02 g 


Solution minerale ( suite) 


CUCI2/ 2H2O 


0,01 g 


H2O distillee qsp 


1 1 



Le milieu est porte a ebullition puis refroidi 
25 sous azote . Apres autoclavage, il est reduit par 
ajout d'une solution de L-cysteine a 20 gl"^ ( 0,5 % 
vol/vol) . 

La pre-culture ( 90 ml) inoculee a partir de 
tubes de conservation ( lO ml) est rSalisee en flacons 
30 penicilline anaerobies, a 37*C. Apres 36 h 
d' incubation, 1 ' inoculum active est transfere dans un 
reacteur anaerobie de 1 l pr^cedemment decrit, 
.cont4nant 904,5 ml de milieu reduit a 2 % de glycerol 



wo 93/25696 15 PCT/FR93/00S68 



et purge a 1' azote gazeux. 

La fermentation sa deroule a 37-C , a pH regule 

a 7. 

Le glycerol est exclusivenient convert! par 
5 Fnf f.T-obac^-"^ afTolomerans en 1 , 3-propanediol et acetate 
en tant que metabolites hydrocarbones avec des 
rendements molaires respectifs de 7 4 nM de PPD et de 
24 mM d- acetate formes a partir de lOO mM de glycerol 
consomme . Les r6sultats sont rasserables a la figure 1 
10 qui est' un diagramme illustrant le profil de 
conversion du glycerol par Knterobacter agqlomerans , 
dans lequel on a porte, en abscisses, la duree de 
conversion exprimee en heures et en ordonnees, 
jrespectivement sur 1 ' axe de gauche la quantite de 
15 bicmasse exprimee ea g/1 et sur I'axe de droite les 
quantites de glycerol et de produits formes (1,3- 
propanediol et acetate) , exprimees en mM. 

La productivite volumique maximale en 1,3- 
propanediol est de 1,98 g de PPD/l/h, ce qui se 
20 traduit par une duree de fermentation de 12 heures. 

y^r^..r^^ < »n -^^ •» ^-ni-onanediol sar ClOStridiuni 

butvricum . 

m^stirldlrm biitvrlcum est mis en culture 
25 pendant 24 heures sur milieu mineral fortement 
tamponne a base de glycerol dont la composition est 
decrite ci-dessous. L" incubation se deroule dans des 
flacons de type penicilline, hermetiquement clos, de 
120 ml , en conditions anaerobies strictes 
30 (atmosphere d' azote, ajout de composes reducteurs dans 
le milieu apres autoclavage ) a 37-C . Le taux 
d'ensemencement est de 10% vol/vol. 

Ces prfecultures sont er.suite utilisees - pour 
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inoculer des fermenteurs de 1 1 ( ajout de 90 ml de 
pre-culture dans 900 ml de milieu nutritif sterile ) 
, maintenus en conditions anaerobiea ( utilisation 
d' azote en phase gazeuse ) et munis de systemes de 
5 regulation du pH (ajout controle de soude 2N) et de 
temperature ( circulation d'eau thermostatee ) • 

L'horaogeneisation est assuree par agitation 
magnetique et un piege a oxygene a pyrogallol, place a 
1 • interface reacteur-atmosphere , peinnet d " eviter les 
10 entrees d' oxygene dans le reacteur . 

Les fermentations ont lieu a 37*C , a pH 
controle a 6/5 sur milieu salin contenant lO % vol/vol 



de glycerol, 

TABLEAU I 

15 Composition des milieux de culture 







(A) 


(B) 






milieu tamponne 


milieu pour 
reacteur pH 






(fiole) 


regule 


20 


K^HP04 
Kfl2P04 


3,4 g 


ig 




1*3 g 


0,5g 




Cae03 


2 g 


0 




(NH-T2SO. 


2 g 


2g 




MgSOAr 7H2O 


0,2 g 


0,2g 


25 


CaCl2/ 2H2O 


20 mg 


20mg 




FeSO^/ 7H2O 


5 mg 


5mg 




Extra it de 


1 g 


ig 




levure 






Glycerol 


20 g 


20 a 200g 


30 


H2O distillee qsp lOOO ml 


QSP 1000 ml 



Le milieu tamponne (A) est porte a ebullition, 
reparti dans des fioles herraetiquement bouchees 
(bouchon butyl et capsule metallique) et refroidi sous 



azote avant autoclavage. 
35 Les reacteurs , apres autoclavage, sont 

refroidis sous flux d' azote pour eviter la dissolution 
d* oxygene dans le milieu Les solutions reductrices et 
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vitaminigues ci-apres sont ensuite ajoutees (A 2% et 
4% volume /volume respectivement ) dans ces milieux. 
So lu t i on redu ctir ice 

6,25 g de L-cysteine et 6,25 g de Na2S, 9H2O 
5 sont dissous dans 500 ml d'une solution de soude 0,8 N 
preaiableroent desoxygenee . 
Solution vltaminiQue 

Biotine 5 mg 

Acide pfiura-amino-benzoique 2 g 

10 cobalamide 15 mg 

distillee qsp lOO ml 

I,e profll de fermentation est presents i la 
figure 2 qui est un diagramme analogue a la figure. 1 , 
etabli pour illustrer le profil de conversion du 
15 glycerol par ni os tr id! um butvr icum , les produits 
formes 6tant dans ce cas le 1,3 -propanediol et le 
butyrate. Le rendement de la culture pure de 
glostridiiitn butvricum ( souche 1-1211) est de 57 mM de 
1,3 -propanediol forme par lOO mM glycerol consomme. Le 
20 butyrate est le seul co-produit hydrocarbone d6tect§ 
en phase aqueuse et represente moins de 7% de la 
quantite molaire de glycerol consomme . 

Lorsque la fermentation debute avec 65 g 
la productivite maximaie de conversion en 
25 1,3 -propanediol est de 4,5 g/l/hr et la duree de 
fermentation est de 22 heures. 
EXEMPLE 4: 

Production de 1 , 3-prooan ediol par Clostridium 
butvricuni a oartir de residus ind ngtrlels d'orjqine 
30 aaricolQ et alimentaire conte nant du glycerol. 

Le microorganisme est pre-cultive en conditions 
d'anaerobiose stricte, a 37*0 en fioles penicilline, 
sur milieu mineral fortement tamponne (A) decrit dans 
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I'exemple 3, pendant 24 heures . Ces precultures sont 
ensuite utilisees pour inoculer un milieu d*orlgine 
industrlelle dans leguel le glycerol est le compose 
organigue majeur, represente par des effluents de 
5 distillation d'alcool d'origine agrlcole. 

Pour les fermentations presentees ci-apres, les 
co-produits disponibles industriellement sont prepares 
selon le protocole suivant : ajustement de la teneur 
en glycerol entre 14 et 15,8 g/1 par dilution du 

10 loilieu et addition de facteurs nutritifs et salins 
(K2HPO4: 1 gl"^; K2HP04: o,5 gl"^; (1^4)2804: 2 gl"^; 
MgS04, 7H2O: 0,2 gl"^; COCl2#2H20: 20 mg"^; FeS04/ 
7H2O: 5 mgl*^; 1 gl"^ d'extrait de levure ). 

Les reacteurs fiuiaerobies contenant 0,9 1 de 

15 milieu sont autoclaves et refroidis sous azote et 
reduits par addition de la solution reductrice citee a 
1* example 1* 

L • inoculation est effectuee par 90 ml de 
suspension bacterienne , et la fermentation est 
20 conduite a pH 6,5 avec regulation et a 37 'C- 
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10 



15 



20 



25 



30 



TABLEAU II 

Caracteristiques de la conversion de glycerol 
d'origine naturelle par Clostiridiura butyricum ( souche 



1-1211) 


Orlgine du Eau residuaire 
substrat de distillerie 

n*l (vinasse de 
vin rouge) 


Eau residu- 
aire de dis- 
tillerie n'2 
(vinasse de 
vin blanc) 


concentration initiale 15,8 g/1 
en glycerol 


14g/l 


production de 8,4 g/1 
1 , 3-propanediol 


6,6 g/1 


* rend erne nt molaire 0,6 4 
mole de PPD produit/mole 
de glycerol consomme 


0,57 


EXEMPLE 5: 

T>^^/i«/-+-4rtTi rfft 1 . 3-DroDanediol par une 


nrtniil Ption TTi-tr^yohienne de dioesteur 


anaerobie d»eaux 


-x«*^„^4^^o Ho rf4«i-m*»ries de bio-ethanol, contenant 


les souches Clostridinm butyricum ( 


souche 1-1211^ ou 



Enterobacter aaalomera ns f souche 1-1210)* 

La flore microbienne uiixte anaerobie a ete mise 

en culture selon le protocole de preparation des 

fermentations decrit dans I'exemple 3, 

Le milieu de fermentation en reacteur anaerobie 

comprend du glycerol a concentration variable : entre 

20 et 125 % ( poids/volume) ; les cultures se deroulent 

a pK compris entre 5 et 8/ et a 37'C. 

Les figures 3a et 3b montrent le profil de 

conversion du glycerol par la flore anaerobie de 

digesteur qui est", une flore- microbienne - anaerobie 
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mixte- 

La figure 3a est un diagramme analogue aux 
figures 1 et 2 avec en ordonnees, a droite, les 
quantites en mM de glycerol et de 1 , 3-propanediol 
5 formes , tandis qu'a la figure 3b I'axe des ordonnees 
a gauche montre les quantites en mM de gaz (CO2/ Hj) 
formees et a droite , les quantites en mM de produits 
(1,3-propanediol et butyrate ) formes. Le 1,3- 
propanedlol est le principal prodult forme par 

10 f eancientat.lon du glycerol par la population microbienne 
anaeroble , avec un taux de conversion tres eleve : 
66,7 mM de 1 , 3-propanediol forme a partir de lOO mM de 
glycerol consomme - La vitesse maximale de production 
de 1,3 -propanediol ( productivite volumigue ) est de 

15 2,3 g/l/hr, et pour une duree de fermentation de 11 
heures - Le propanediol forme n'est pas consomme et 
s'accumule au cours de la fermentation . L' acetate et 
le butyrate sont formes dans des proportions mol aires 
equivalentes pendeuit la phase de production de 1,3- 

20 propanediol, representant respectivement 7,4 et 6,6 % 
(mM) du glycerol consomme . Le CO2 et I'hydrogene sont 
les produits gazeux formes . 

Les effets des conditions de pH et de la teneur 
en glycerol ont ete lllustres aux figures 4 et 5, 

25 respectivement . 

La figure 4 montre I'effet du pH sur le 
rendement molaire de production de 1 , 3-propanediol par 
la flore microbienne anaerobie mixte definie a 
I'exemple 5. 

30 II s'agit d'un diagramme dans lequel on a porte 

le pH en abscisses et , en ordonnees, le rendement 
molaire en 1 , 3-propanediol , exprime en %. 

La figure 5 montre I'effet de la concentration 
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en glycerol sur la vitesse maximale de production de 
1 , 3-propanediol pour la meme flore microbienne 
anaerobie mixte . II s'agit d ' un diagramme dans lequel 
on a porte en abscisses la quantite de glycerol 
5 exprimee en g/1 et en ordonnees la productivite, 

exprimee en g/l/h, de 1 , 3-propanediol forme. 

D'un point de vue rendement de conversion du 
glycerol en 1 , 3-propanedlol , le pH le plus favorable 
est compris entre 6,5 et 7; rendement de 66,7 % ( mM 

10 propanediol formfi pour lOO mM de glycerol consomme ) . 

Mais la production de propanediol s'effectue a pH 7,5 
pH 5, ou le rendement est encore superieur 
h 50%. Au niveau clrietique, la plus forte productivite 
est obtenue a pH 6,5 et pour une concentration 

15 initiale en glycerol de 50 g/1 : 2,4 g 1, 3-propanediol 
forme par litre et par heure. 
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KEVZm> 1 CAT I QNfi 
1. Procede pour I'obtention de produits e 
actlvite bacterienne , capables de transformer le 
glycerol en 1 / 3-propanediol , ledit procede comprenant 
5 les etapes de : 

a) preculture de populations anaerobles , 
issues d* habitats microbiens anaerobles , ladite 
preculture etant realisee dans des conditions 
anaerobles sur milieu nutritif tamponne contenant du 

10 glycerol comme seule source de carbone, 

b) isolement des precul tares microbiennes 
actives capables de fementer le glycerol; 

c) enrichissement par f eanaentation discontinue 
desdites precultures dans un reacteur emaerobie , sur 

15 milieu nutritif a base de glycerol comme substrat et a 
pH regule ; 

d) isolement des produits a activite 
bacterienne capables de transformer le glycerol en 
1 , 3 -propanediol • 

20 2. Procede selon la , revendication 1, 

caracterise en ce qu'a titre d' habitats microbiens 
anaerobles , on utilise des digesteurs anaerobles / 
par exemple d' effluents de distillerie, d 'agro- 
Industrie ou bien des milieux anaerobles tels que des 

25 sediments et des boues de sites receptexirs 
d' effluents. 

3. Procede selon I'une des revendicatlons 1 ou 
2, caracterise en ce qu'on regie le pH a une valeur 
comprise entre 5 et 8, et de preference entre 6 et 

30 7,5. 

4. Procede selon 1 ' une quelconque des 
revendicatlons 1 a 3, caracterise en ce que 
1' isolement des souches bacteriennes est opere a 
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partir de prelevements en anaerobiose, avec dilution 
des populations puis etalenent sur boites de P6trl sur 
milieux de cultures ge loses , dans des conditions 
anaerobies . 

5 5. Produits a activite bacterienne, capables de 

transformer le glycerol en 1 , 3-propanedlol . 
ausceptibles d'etre obtenus par le procede selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 4. 

6. produits selon la revendication 5/ 
10- comorenan't des bact^ries F.nt>.robacter agglomerans , 

n^^^^^ir^^^^m but ^igum ou Citrobacter anal onaticus, , 
sous forme de cultures mixtes d'ecosystemes 
anaerobies . 

7. produits selon I'une des revendications 5 ou 
15 6 consistant en des bacteries appartenant a I'espece 

Enterobaeter ac roltMnerans . 

8. Souche pnterobacter aaol omerans , inscrite a 

la CNCM sous le n* 1-1210 • 

9. souche de r.lostridi" '" >MiiivTricum inscrite h 

20 la CNCM sous le n* 1-1211 . 

10. souche de ritrobacter gmalonaticus 

, inscrite a la CNCM sous le n* 1-1212. 

11. Application des produits , especes et 
souches a activite bacterienne selon I'une quelconque 

25 des revendications 5 a 9 , en vue de la conversion du 
glycerol par fermentation en 1 , 3-propanediol . 

12. Application selon la revendication 11/ 
selon laquelle on utilise I'espece Rnterobacter 
^.nalomerans , en particulier la souche Rnterobacter 

30 Anolomerans 1-1210, la conversion du glycerol en 1,3 
propanediol etant realisee en condition d'anaerobiose 
avec controle et regulation du pH entre 6 et 7,5 et de 
preference a pH 7 , dans une ganime de temperature 
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situee entre 28 et 40*C environ 

13. Application selon la revendication 11, dans 
laguelle on utilise la souche Clostridium butvricum i- 
1211 , la conversion du glycerol en 1 , 3-propanediol 
etant realisee en anaerobiose , avec pH regule entre 5 
et 8, et de preference entre 6 et 7,5 , et a une 
temperature situee entre 32 et 40*C. 

14. Application selon la revendication 11 , 
dans laguelle on utilise une flore microbienne 
anaeroble mixte , en particulier une population 
laicrobxenne contenant les especes Enterobacter 
gqqlomerans et Clostridium butyricum et/ou les souches 

Clostridium butvricum 1-1211 et EnterobactLf^y 

aoalomerans 1-1210. 

15. Appli: cation de produits a activity 
bacterienne selon la revendication 5, consistant en 
des populations bacteriennes nixtes fermentant le 
glycerol et produisant du 1 , 3-propanediol , lesdites 
populations contenant notamment la souche Citrobacter 
amalonaticus 1-1212 selon la revendication ID. 
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BlomQSse(g/l) Glycerol, pro duJts (mM) 



250 




10 15 
Temps(h) 



150 

-B-Biomasse 
100 -^Glyc6rol 

-A-l,3-propQnediol 
50 ^Acdtate 



FIG,1 



Biomasse(q/l) Glycerol, produits(mH) .qqq 




-B-Biomasse 
^Glyc6rol 

-A-l,3-propQnediol 
200-e-BuiyrQle 



10 T 20... 30 
Temps (h) 



50 

FIG.2 



FEU1LLE DE REMPLACEN/^.ENT 
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T Biomasse (g/1) Glyc6rot. l.3-propQnedioUmM) 
' ^250 




I* 6 8 
Temps(h) 



10 12 



-^Glyc^roi -a- Propanediol -a- Biomasse 



CQ2,H2(mM] 



FIUq 

Acetate, Butyrate (mM) 




0 2 
■f-C02 



L 6 8 
Temps (h) 

■e- H2-A— Acetate — e-Butyrote 

FIG.3b 



FEUILLE DE REMPLACEMENT 
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Rendement molttire en propanediol (7J 




FIG.4 



Productivity (g/l/h) 




50 75 100 
[Glycerol ] (g/ 1) 

FIG.5 
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